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  I
摘   要 
骨修复材料的研究和开发是国际上备受关注的课题，是生物材料研究中非常
活跃的领域之一。由于骨缺损种类不同，对骨修复材料的研究提出了越来越高的
要求。目前，骨替代材料主要有无机材料、有机高分子材料、天然生物材料三种。
无机材料存在韧性差、降解吸收慢， 有机高分子材料存在细胞毒性及其降解吸
收不理想，天然生物材料存在强度低且降解过快等问题。因此，单一材料很难满
足骨修复的需求。利用具有不同性质的材料构建具有多种优良性能的复合材料为
当前主要研究方向。 
本研究利用明胶（gelatin, Gel）生物相容性好，冷冻干燥易成孔的特性，结
合多壁碳纳米管（multi-walled carbon nanotubes，MWNTs）良好的力学性能及纳
米结构对成骨细胞的作用。采用混合酸氧化法对 MWNTs 进行纯化、氧化处理；
在超声波辅助下，将氧化后 MWNTs 与明胶溶液复合得到不同 MWNTs 浓度的混
合体；将该混合体用冷冻干燥方法制备出多壁碳纳米管-明胶（MWNTs-Gel）多
孔骨修复支架材料。 
MWNTs 经过混酸处理后，MWNTs 在水中的分散性明显提高；通过扫描电
镜观察（SEM）、透射电镜（TEM）观察，发现氧化后 MWNTs 表面干净，清除
了的金属催化剂等杂质；红外分析（FTIR）等结果显示 MWNTs 表面含有活性
功能基团（羧基、羟基等）；支架材料的 SEM 结果显示，氧化后 MWNTs 在明
胶基质中分散均匀，支架内部为开放式交错立体孔道，孔道平均尺寸大约为 130 
μm；采用乙醇作为排出液测试孔隙率结果显示，支架的孔隙率高达 80 %以上；
吸水率检测表明，与明胶支架相比，MWNTs-Gel 支架材料吸水性得到提高，吸
水率高达 5000 %以上；FTIR 结果显示，支架经过 1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基
碳二亚胺盐酸盐（EDC.HCl）/ N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）交联后，材料之间的
相互作用增强；万能试验机检测结果显示，MWNTs 的加入提高了明胶支架的力
学强度；体外降解实验结果表明，明胶支架和 MWNTs-Gel 均具有生物降解性，
且 MWNTs-Gel 的降解速度较慢。 
以明胶支架为对照，将成骨细胞种植于 MWNTs-Gel 支架上进行细胞相容性
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评价，用 SEM 观察细胞在支架材料上的黏附情况；分别使用 WST-1、DAPI 染
色、流式细胞术检测细胞在支架材料上的增殖；利用碱性磷酸酶定量方法对细胞
在支架材料上培养后的分化能力进行评估；HE 染色观察细胞在支架上的形态及
分布情况，实验结果均表明，成骨细胞能在 MWNTs-Gel 支架上黏附和增殖良好；
碱性磷酸酶结果显示，MWNTs-Gel 与明胶支架相比提高了成骨细胞 ALP 活性，
促进了细胞的分化。 
结论：采用冷冻干燥法制备的MWNTs-Gel 多孔支架材料具有良好的孔隙率、
吸水性、力学性能、生物降解性的特点。细胞生物学评价结果表明，MWNTs-Gel
支架无毒性，具有良好细胞相容性，可作为骨修复支架材料。 
 
关键词：多壁碳纳米管-明胶 骨修复 支架 成骨细胞 
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ABSTRACT 
Bone repair has been the focus of intensive research in biomaterials field. 
Because of the diversity of the bone defects, the researches on materials for bone 
repair have gradually deepened. Currently, the main bone-implant materials are 
classified into three categories: inorganic materials, synthetic polymers, nature 
polymers. Each of the materials has their own virtues. Inorganic materials which are 
too brittle to provide structural support to load-bearing bones degrade much more 
slowly than new bone forms. Organic polymers have potential toxicity without ideal 
degradation properties. Nature polymers with poor mechanical properties degrade too 
fast. None of the existing implant materials is perfect or optimized in terms of its 
performance in bone replacement. In order to improve existing material properties, 
incorporation of various materials is a field of extensive research. 
 Gelatin(Gel) with good compatibility and biodegradable can be easy to fabricate 
in the freeze-drying process. Multi-walled carbon nanotubes (MWNTs) are of good 
mechanical properties and their nanostructures are in favor of osteoblasts. In this 
study, MWNTs were oxidized in a mixture of nitric and sulfuric acids. Then the 
oxidized MWNTs were mixed homogeneously with gelatin to fabricate multi-walled 
carbon nanotube-gelatin(MWNTs-Gel) scaffolds with different concentrations of 
MWNTs by freeze-drying methods.  
The oxidized MWNTs were highly dispersed in water. Scanning electron 
microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM) images confirmed 
the removal of the impurities. The characterizations of fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR) and thermal gravimetric analysis (TGA) demonstrated that 
hydroxyl and carboxyl groups attached to MWNTs, although the nanotubes structures 
were damaged a little. SEM showed  that the oxidized MWNTs were scattered in the 
the gelatin matrix and the scaffolds had interconnected pore structure with average 
pore size of about 130 μm. The porosity measured by the ethanol  displacement 
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method was  above  80 %. Water absorption of MWNTs-Gel scaffolds increased to 
above 5000 % compared to gelatin scaffolds. FTIR analysis showed that the bonding 
increased between materials after cross-linking. Mechanical test results showed the 
mechanical performance was enhanced after mixing with MWNTs. In vitro 
degradation experimental showed that the gelatin scaffolds and MWNTs-Gel scaffolds 
were biodegradable and MWNTs-Gel scaffolds had lower rate. 
Osteoblasts were seeded to MWNTs-Gel scaffolds with gelatin scaffolds as the 
control. The morphological characteristics of cells on scaffolds were observed with 
SEM. The proliferation of cells was evaluated with WST-1 method, DAPI and flow 
cytometry. The differentiation of the cells on the scaffolds was detected with alkaline 
phosphatase(ALP) method. Histological examination of the cell-seeded scaffolds was 
used hematoxylin-eosin staining. All the above results showed MWNTs-Gel scaffolds 
supported osteoblasts adhesion and proliferation. The ALP level of osteoblasts grown 
on MWNTs-Gel scaffolds which resulted in a significant increase was higher than on 
gelatin scaffolds. 
Conclusion: Three-dimensionally MWNTs-Gel scaffolds with an interconnective, 
open pore structure and high porosity were prepared. The porous scaffolds displayed 
good mechanical properties and degradation behavior. Based on cell compatibility 
evaluation results, MWNTs-Gel porous scaffolds showed good biocompatibility and 
presented better cell differentiation than gelatin scaffolds. MWNTs-Gel scaffolds 
demonstrated potential for future application in bone tissue engineering. 
 
Key Words: Multi-walled carbon nanotubes -gelatin; Scaffold; Bone; Osteoblasts 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 
  V
目  录 
摘   要....................................................................................................... I 
ABSTRACT ............................................................................................ III 
目  录 ........................................................................................................ V 
Contents ............................................................................................... VIII 
第一章 绪 论 ............................................................................................ 1 
1.1 骨缺损和修复 ................................................................................................ 1 
1.2 人工骨修复材料 ............................................................................................ 3 
1.2.1 金属材料.............................................................................................. 3 
1.2.2 生物陶瓷类材料.................................................................................. 3 
1.2.3 高分子材料.......................................................................................... 5 
1.2.4 人工复合材料...................................................................................... 7 
1.2.5 纳米生物材料...................................................................................... 8 
1.3 明胶作为生物材料的应用 ............................................................................ 9 
1.3.1 明胶的结构及性质.............................................................................. 9 
1.3.2 明胶作为生物医用材料的应用........................................................ 11 
1.4 碳纳米管在生物医学领域的应用 .............................................................. 12 
1.4.1 碳纳米管应用于细胞的示踪和标记................................................ 13 
1.4.2 碳纳米管应用于药物载体系统及生物传感器................................ 13 
1.4.3 碳纳米管在神经再生方面的应用.................................................... 14 
1.4.4 碳纳米管在骨组织修复中的应用.................................................... 15 
1.4.5 碳纳米管的生物相容性.................................................................... 16 
1.5 本研究的提出和研究内容 .......................................................................... 17 
参考文献 ............................................................................................................. 19 
第二章 多壁碳纳米管-明胶复合支架材料的制备及表征 .................. 27 
2.1 引言 .............................................................................................................. 27 
2.2 主要材料与仪器 .......................................................................................... 27 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  VI
2.3 实验方法 ...................................................................................................... 29 
2.3.1 多壁碳纳米管的氧化及理化表征.................................................... 29 
2.3.2 多壁碳纳米管-明胶复合支架的制备 .............................................. 30 
2.3.3 支架的扫描电镜观察........................................................................ 30 
2.3.4 支架孔隙率........................................................................................ 30 
2.3.5 支架吸水率检测................................................................................ 31 
2.3.6 支架红外光谱分析............................................................................ 31 
2.3.7 材料的力学性能检测........................................................................ 31 
2.3.8 多孔支架材料的体外降解实验........................................................ 31 
2.4 结果与讨论 .................................................................................................. 33 
2.4.1 多壁碳纳米管的表征结果................................................................ 33 
2.4.2 支架的形貌观察................................................................................ 36 
2.4.3 支架的孔隙率.................................................................................... 43 
2.4.4 支架吸水率检测................................................................................ 44 
2.4.5 支架红外光谱分析............................................................................ 46 
2.4.6 材料的力学性能检测........................................................................ 47 
2.4.7 多孔支架材料的体外降解实验........................................................ 50 
2.5 本章小结 ...................................................................................................... 52 
参考文献 ............................................................................................................. 53 
第三章 多壁碳纳米管-明胶多孔支架的细胞相容性评价 .................. 56 
3.1 引言 .............................................................................................................. 56 
3.2 主要材料与仪器 .......................................................................................... 56 
3.3 实验方法 ...................................................................................................... 59 
3.3.1 支架材料的灭菌................................................................................ 59 
3.3.2 成骨细胞培养.................................................................................... 59 
3.3.3 成骨细胞形态学观察........................................................................ 61 
3.3.4 成骨细胞在材料表面的电镜观察.................................................... 61 
3.3.5 WST-1 分析 ........................................................................................ 62 
3.3.6 DAPI 染色 .......................................................................................... 63 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 
  VII
3.3.7 支架材料对细胞周期的影响............................................................ 63 
3.3.8 支架对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响........................................ 64 
3.3.9 组织学观察........................................................................................ 65 
3.4 结果与讨论 .................................................................................................. 65 
3.4.1 成骨细胞形态观察............................................................................ 65 
3.4.2 成骨细胞在材料表面的电镜观察.................................................... 66 
3.4.3 WST-1 分析 ........................................................................................ 68 
3.4.4 DAPI 染色 .......................................................................................... 69 
3.4.5 细胞周期检测.................................................................................... 70 
3.4.6 支架对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响........................................ 72 
3.4.7 组织学观察........................................................................................ 73 
3.5 本章小结 ...................................................................................................... 75 
参考文献 ............................................................................................................. 76 
第四章  结论与展望 .............................................................................. 78 
4.1 结论 .............................................................................................................. 78 
4.2 课题展望 ...................................................................................................... 78 
硕士期间发表论文 .................................................................................. 79 
致 谢 ......................................................................................................... 80 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  VIII
Contents  
Chapter 1 Introduction ............................................................................. 1 
1.1 Bone defect and bone repair ......................................................................... 1 
1.2 Artificial bone repair materials .................................................................... 3 
1.2.1 Metals .................................................................................................... 3 
1.2.2 Ceramics ............................................................................................... 4 
1.2.3 Polymers ............................................................................................... 5 
1.2.4 Composites ............................................................................................ 7 
1.2.5 Nano-biomaterials ................................................................................. 8 
1.3 Application of gelatin as a biomaterial ......................................................... 9 
1.3.1 The structure and properties of gelatin ................................................. 9 
1.3.2 The application of gelatin as biomedical materials ............................. 11 
1.4 Biomedical application of carbon nanotubes ............................................ 12 
1.4.1 Cell tracking and labeling ................................................................... 13 
1.4.2 Drug delivery and biosensor ............................................................... 13 
1.4.3 The promise for neural tissue engineering applications  ................... 14 
1.4.4 The promise for bone tissue engineering applications ........................ 15 
1.4.5 Toxicity of carbon nanotubes .............................................................. 16 
1.5 The proposal and contents of the present study ........................................ 17 
References ........................................................................................................... 19 
Chapter 2 Fabrication and property test of multi-walled carbon 
nanotubes-gelatin scaffolds .................................................................... 27 
2.1 Introduction .................................................................................................. 27 
2.2 Materials and apparatus ............................................................................. 27 
2.3 Methods ......................................................................................................... 29 
2.3.1 Oxidation and characterization of multi-walled carbon nanotubes .... 29 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 
  IX
2.3.2 The preparation of multi-walled carbon nanotube -gelatin scaffolds . 30 
2.3.3 SEM characterization of scaffolds ...................................................... 30 
2.3.4 Porosity ............................................................................................... 30 
2.3.5 Water absorption ................................................................................. 31 
2.3.6 Infrared analysis .................................................................................. 31 
2.3.7 Mechanical property ........................................................................... 31 
2.3.8 Degradation tests ................................................................................. 31 
2.4 Results and discussion ................................................................................. 33 
2.4.1 Chemical characterization of multi-walled carbon nanotubes ............ 33 
2.4.2 The morphology of scaffolds .............................................................. 36 
2.4.3 Porosity ............................................................................................... 43 
2.4.4 Water absorption ................................................................................. 44 
2.4.5 Infrared analysis .................................................................................. 46 
2.4.6 Mechanical property ........................................................................... 47 
2.4.7 Degradation tests ................................................................................. 50 
2.5 Summary ....................................................................................................... 52 
References ........................................................................................................... 53 
Chapter 3 Research on cell compatibility of multi-walled carbon 
nanotubes- gelatin scaffolds ................................................................... 56 
3.1 Introduction .................................................................................................. 56 
3.2 Materials and apparatus ............................................................................. 56 
3.3 Methods ......................................................................................................... 59 
3.3.1 Sterilization of scaffolds ..................................................................... 59 
3.3.2 Cell culture .......................................................................................... 59 
3.3.3 Osteoblast morphology ....................................................................... 61 
3.3.4 SEM .................................................................................................... 61 
3.3.5 WST-1 ................................................................................................. 62 
3.3.6 DAPI staining...................................................................................... 63 
3.3.7 Cell cycle ............................................................................................ 63 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  X
3.3.8 Alkaline phosphatase activity ............................................................. 64 
3.3.9 HE staining.......................................................................................... 65 
3.4 Results and discussion ................................................................................. 65 
3.4.1 Osteoblast morphology ....................................................................... 65 
3.4.2 SEM .................................................................................................... 66 
3.4.3 WST-1 ................................................................................................. 68 
3.4.4 DAPI staining...................................................................................... 69 
3.4.5 Cell cycle ............................................................................................ 70 
3.4.6 Alkaline phosphatase activity ............................................................. 72 
3.4.7 HE staining.......................................................................................... 73 
3.5 Summary ....................................................................................................... 75 
References ........................................................................................................... 76 
Chapter 4 Conclusions and outlook ...................................................... 78 
4.1 Conclusions ................................................................................................... 78 
4.2 Outlook.......................................................................................................... 78 
Publications ............................................................................................. 79 
Acknowledgement ................................................................................... 80 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章    绪  论 
  1
第一章 绪 论 
1.1 骨缺损和修复 
骨缺损是人类健康面临的重要威胁之一，随着社会人口剧增、生存环境的恶
化，由生理功能减退（人口老龄化）、肿瘤、感染以及工业、交通和体育等意外
伤害导致的创伤增加。 
骨缺损问题的日益严重使得世界各国加大了对骨缺损治疗研究的投入，骨修
复研究已成为生物医学领域热点。目前，对于一些缺损面积较大，单纯依靠骨的
自修复无法愈合的骨缺损问题，必须采用骨修复材料进行外科手术治疗[1]。所谓
骨修复材料是指用于修复人体硬组织的生物医用材料，广泛应用于骨科，整形外
科及牙科等领域。主要致力于组织和器官的形成再生，其 大优点是所形成的组
织具有生物功能和活力，具有与机体相同的组织结构。因此，采用这种技术进行
骨缺损修复成为一种理想的修复方法。 
骨修复材料包括天然骨修复材料和人工骨修复材料两类，人类经过长期的进
化，天然骨具有很好的强度和韧性、功能适应性及损伤后的自愈能力，从形态学
和力学观点来看，天然骨都具有人工合成材料无法比拟的优势，利用自然骨修复
材料进行骨缺损治疗的主要方法是采用自体骨、异体骨移植。自体骨在临床上用
的 多，这是因为自体骨材料源于受体本身，其生物相容性好，移植后无免疫排
斥反应等一系列副作用，植入后效果非常好。目前，人们利用器官或组织移植治
疗方法已经解决了一些问题，但自体骨移植治疗骨缺损以牺牲健康组织为代价，
增加了患者的痛苦，取骨区可能引发并发症，而且供体来源有限[2]。异体骨移植
包括同种异体组织或异种组织移植，存在免疫排斥反应和传染病的危险，还涉及
一些医学伦理等方面的问题，从而使其应用有很大的局限性[3-4]。 
由于以上原因，满足人体骨生理功能且具有良好生物相容性的人工骨材料研
究成为治疗骨缺损的重要方向。人工骨修复材料是指一类可对机体组织进行修
复、替代与再生，具有特殊功能作用的生物材料，同时也可避免采用自体骨和异
体骨所带来的一系列问题。开展该类材料研究是实现缺损的骨组织得以再生重
建，恢复骨形态以及生理功能的有效途径，是生物医用材料研究的一个重要领域。
如图 1-1 所示。 
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图 1-1 组织器官的构建过程图[5] 
Fig 1-1 The process of building tissues and organs  
 
理想的人工骨修复材料必须具备以下条件[6- 7]： 
(1) 良好的生物相容性：除满足生物材料的一般要求，如无毒、不致畸之外，
还要有利于种子细胞的粘附、增殖和降解产物对细胞无毒害作用，不引起
炎症反应，有利于细胞的生长和分化。 
(2) 良好的生物降解性：基质材料在完成支架作用后能降解，降解速率与组织
细胞生长速率适应，并且能根据组织生长特性对降解时间进行人为调控。 
(3) 具有三维多孔结构：基质材料可加工成三维立体结构，具有较高的比表面
积。这种结构可提供宽大的表面积和空间，有利于细胞粘附生长，细胞外
基质沉积，营养和氧气进入，代谢产物排出，也有利于血管和神经长入。 
(4) 可塑性和一定的机械强度：基质材料具有良好的可塑性，可预先制作成一
定形状，并具有一定的机械强度，为新生组织提供支撑，并维持一定时间
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直至新生组织具有自身生物力学特性。 
(5) 良好的材料-细胞界面：材料应能提供良好的材料细胞作用界面，利于细胞
粘附、生长，更重要的是能激活细胞特异型基因表达，维持细胞正常的形
态和生理功能。 
1.2 人工骨修复材料 
早在公元前 2000 年，就已有用金属进行骨缺损修复的尝试，其后，骨修复
材料的探索和应用一直局限于金属材料。随着材料学和化学等学科的迅猛发展，
人工骨修复材料的范围逐渐扩大。根据材料类型可以将人工骨修复材料分为金属
材料、高分子材料、生物陶瓷类材料、复合材料及纳米生物材料等。 
1.2.1 金属材料 
金属材料（metals）在医学上的应用已有悠久的历史，是 早被采用的生物
材料，有较高的强度和韧性，适用于硬组织系统的修复。目前，临床应用的医用
金属材料主要有不锈钢、钴合金、钛合金和记忆合金等几大类。 
医用不锈钢主要用于齿冠及齿科矫形、骨的固定以及人工关节。不锈钢材料
易加工，价格低廉，但其抗腐蚀性并不十分理想。医用钴合金主要是指 Co-Cr
合金，钴合金容易铸造成形，是齿科的常用材料，它的耐磨性能是所有金属中
好的，但缺点是价格较高，并且合金中 Co、Ni 元素存在着严重致敏性等生物学
问题，如钴铬合金对成骨细胞有一定的毒性作用[8]。纯钛在 20 世纪 50 年代就开
始应用于生物体[9]，钛金属比重与人骨相近，具有无毒、质轻、强度高、生物相
容性好等优点，但纯钛的缺点是强度低。20 世纪 60 年代，钛合金开始作为人体
植入材料而广泛应用于临床。通常使用钛的合金主要用作人工牙根、人工下颌骨
和颅骨修复。 
金属材料的强度和韧性较高、耐磨性、耐腐蚀性、可锻性和再现性好，可浇
铸成型且不降低强度。但将其植入人体后，仍存在许多问题，往往植入的金属材
料并未像设想的那样完全发挥作用，相反还产生或多或少的副作用，给人体带来
不适。 
1.2.2 生物陶瓷类材料  
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